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1. 序論 
	 ヒト免疫不全ウイルス(Human Immunodeficiency Virus; HIV)や異種指向性マウス白血病ウ
イルス関連ウイルス(Xenotropic murine leukemia virus-related virus; XMRV)が属するレトロウ
イルスは、ウイルスゲノム内にプロテアーゼ (protease; PR)をコードしており、自身のカプ
シドタンパク質である Gag を切断することで、感染性粒子を形成する。レトロウイルスが
保有するプロテアーゼ(rvPR)は、活性中心にアスパラギン酸を持ち、二量体形成により活性
を獲得する。rvPR の切断配列は、基質である Gag タンパク質切断部位からみると指向性は
あるものの多様であり、立体構造上、rvPR 二量体により形成される親和性ポケットに適合
することが必要である(Brik and Wong, 2003)。一方、このような分子構造は、宿主タンパク
質も保有しており、いくつかの宿主タンパク質が in vitro において rvPR により切断される
ことが示されている(Balvay et al., 2007)。しかし、ウイルスプロテアーゼの標的となる宿主
タンパク質の知見は少なく、rvPR による宿主タンパク質の切断がウイルス複製や病原性発
現にどのように関与するかについては不明な点が多く残されている。rvPR の解析が十分進
んでいない理由として、ウイルスプロテアーゼは細胞毒性が強く、発現細胞において細胞
死を誘導するため、従来の生きた細胞を用いたタンパク質発現法では酵素活性をもつプロ
テアーゼを作製、精製することが困難であることが挙げられる。したがって、活性化 rvPR
を用いたタンパク質切断反応を網羅的に測定することは容易ではない。 
	 また、近年のヒトレトロウイルス感染症の治療において、薬剤耐性を有する変異型 rvPR
が出現しており、多剤併用療法 (Antiretroviral Therapy; ART)における適切かつ有効な治療薬
の選択が必須となっている。現在実施されている薬剤耐性検査法は、ウイルスゲノム配列
を解析しデータベースから薬剤感受性を間接的に評価する遺伝子型解析法(Genotype 法)と
患者由来のウイルスを分離、培養し薬剤存在下において実際のウイルス増殖能を評価する
表現型解析法 (phenotype 法)の二種類がある(Bansi et al., 2011)。しかしながら、前者では、
多数の蓄積した変異を評価できない点、また後者においては実際の感染細胞を用いるため、
操作が煩雑であり費用が嵩むなど問題点が多い。したがって、より迅速にかつ簡便に rvPR
の酵素活性の測定や薬剤感受性を検査できるツールの開発が必要である。 
	 本研究では、コムギ無細胞タンパク質合成系と化学増幅型ルミネッセンスプロキシミテ
ィホモジニアスアッセイ(AlphaScreen 法) を組み合わせた rvPR の酵素活性を指標としたア
ッセイ系を構築し、rvPR に対する薬剤スクリーニングおよび薬剤耐性 PR の薬剤感受性試
験を行なった。また、rvPR の新規基質タンパク質同定に向けた宿主タンパク質の網羅的探
索を行い、rvPR によるヒトレトロウイルス感染症の病態関与について考察した。 
 
2. 実験材料と方法 
	 XMRV および HIV-1 由来 rvPR 及びレポータータンパク質は、コムギ無細胞タンパク質合
成系を用いて作製した。これら rvPR とレポータータンパク質を混合し切断反応を行った後、
AlphaScreen ビーズを加えルミネッセンスシグナル（AlphaScreen signal）を測定することで
切断活性を算出した。さらに、2 色イムノブロット法を用いて、rvPR の基質となる宿主タ
ンパク質の網羅的探索を行なった。 
 
3.結果と考察 
	 本アッセイ系を活用し、新規ガンマレトロウイルスである XMRV PR の性状解析および
薬剤感受性の解析を行なった結果、既存の抗 HIV-1 薬では、アンプレナビル (APV)とダル
ナビル(DRV)が XMRV PR の活性を阻害することを示した。また、XRMV 感染症における
病態発現のメカニズムを解明するため、rvPR の標的となる宿主タンパク質を網羅的に探索
し、PTEN や BAX を含めた複数種類のがん抑制遺伝子由来の宿主タンパク質が XMRV PR
により切断されることを明らかにした。 
	 以上の結果から、本研究で構築した rvPR の酵素活性を指標とした基質切断アッセイ系は、
迅速かつ簡便にレトロウイルスの薬剤感受性試験を行うことができる大変有用なツールで
あることが示された。また、rvPR を中心としたウイルス−宿主タンパク質相互作用を明らか
にすることでヒトレトロウイルス感染症における様々な病態機構の解明に繋がることが期
待される。 
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